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Kovalent geschlossenes Nukleinsauremolekul zur Immunstimulation 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Modulation der Aktivitat des menschlichen Oder tierischen 
Immunsystems durch Nukleinsauremolekule, besonders solche Nukleinsauremole- 
kule, welche unmodifizierte CpG-Nukleosidbausteine aufweisen, die immunmodifi- 
zierend wirken konnen. 

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass bestimmte kurze Nukleinsauresequenzen eine 
erhebliche physiologische Wirkung aufweisen konnen, indem sie uber bisher unbe- 
kannte Mechanismen Effektorzellen des Immunsystems stark stimulieren. Diese 
immunstimulatorischen Nukleinsauresequenzen („ISS K ) sind nur einige Basen lang 
und wirken nicht uber die Expression von auf ihnen kodierten Proteinen. Die meis- 
ten bekannten immunmodifizierenden kurzen Oligodesoxyribonukleotidsequenzen 
(„ODN u ) enthalten ein unmethyliertes Cytosin-Guanosin-Motiv (CpG-Motiv) (Krieg 
AM, Yi AK, Matson S, Waldschmidt TJ, Bishop GA, Teasdale R, Koretzky GA, Klin- 
man DM; CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation; Nature 1995 
Apr 6 374:6522 546-9). Es wird angenommen, dass die Erkennung dieses Motivs 
durch bisher nicht aufgeklarte Erkennungsmechanismen in der eukaryoten Zelle zu 
einer Art Notrufmechansimus fuhrt, der eine gegen virale Oder bakterielle Erreger 
gerichtete Reaktion ausldst Gemali diesem Erklarungsvorschlag soli die Erkennung 
von CpG-Motiven, deren Vorkommen im Genom von Eukaryonten gegenuber dem 
von Prokaryonten erheblich unterdruckt ist, dem hoheren Tier als "Warnsignal" die- 
nen. Das Vorhandensein der CpG-Motive signalisiert nach dieser Theorie eine 
Infektion durch prokaryote Erreger, und deren Erkennung ermoglicht eine Bekamp- 
fung unabhangig von bzw. vor der Ausbildung einer T-Helferzell-vermittelten Im- 
munantwort. Die T-Helferzell-unabhangige Stimulierung und Proliferation von B- 
Zellen wird dadurch ermoglicht, dass fur T-Zell- und B-Zeli-Aktivierung notwendige 
kostimulatorische Signale, vor allem die Sekretion von Zytokinen der zellularen sog. 
Typ 1-Antwort (Th1-spezifische Zytokine wie Interferon gamma, IL-7, IL-12), durch 
die CpG-abhangigen Signalwege bereitgestellt werden. AuRerdem wird durch ISS 



die Aktivitat von NK-Zellen und Makrophagen erhoht. Die Aktivitat der sog. Typ-2 
Zytokine (IL-4, IL-10) wird demgegenuber unterdruckt, wahrscheinlich durch einen 
Antagonismus zwischen Th1- und Th2-Antwort (Seder RA und Paul WE, Acquisition 
of lymphokine-producing phenotype by CD4+ T cells; Annu Rev Immunol. 
1994;12:635-73). 

Die starke Stimulation der zellularen Immunantwort ermoglicht eine Einflufinahme 
auf Regelkreislaufe, die ohne Eingriff nicht zu einer fur den Patienten befriedigenden 
Immunaktivitat fuhren. Dazu gehort die Induktion einer Antwort gegen „schwache°, 
d.h. im Rahmen der MHC-I-Prasentation nicht aktivierende Antigene, wie z.B. 
Bruchpunktpeptide aus chromosomalen Translokationen Oder mutierten Onkoge- 
nen, wie sie bei Tumorerkrankungen haufig auftreten (Melief CJ, Kast WM; T-cell 
immunotherapy of cancer; Res Immunol 1991 Jun-Aug;142(5-6):425-9; ebenfalls: 
Pasternak G, Hochhaus A, Schultheis B, Hehlmann R; Chronic myelogenous leu- 
kemia: molecular and cellular aspects; J Cancer Res Clin Oncol 1998; 124(1 2):643- 
60). Ebenfalls erwunscht konnte das Brechen der Toleranz gegenuber Autoantige- 
nen, wie etwa der im Tumorzellen des malignen Melanoms exprimierten und MHC-I- 
reprasentierten Tyrosinase oder Tyrosinhydroxylase (Weber LW, Bowne WB, Wol- 
chok JD, Srinivasan R, Qin J, Moroi Y, Clynes R, Song P, Lewis JJ, Houghton AN; 
Tumor immunity and autoimmunity induced by immunization with homologous DNA; 
J Clin Invest 1998 Sep 15; 102(6): 1258-64; Surman DR, Irvine KR, Shulman EP, 
Allweis TM, Rosenberg SA, Restifo NJ; Generation of polyclonal rabbit antisera to 
mouse melanoma associated antigens using gene gun immunization; Immunol Me- 
thods; 1998 May 1;214(1-2):51-62 ) sein. Ein weiterer, erheblich wichtiger Aspekt ist 
der Adjuvanzeffekt der ISS bei prophylaktischen Impfungen sowie die Moglichkeit, 
die Reaktion auf eine bestehende Infektion von einer Typ-2-Antwort auf eine Typ-1- 
Antwort „umzupolen" und so zur Bekampfung des Erregers instand zu setzen (Kova- 
rik J, et al. CpG oligodeoxynucleotides can circumvent the Th2 polarization of neo- 
natal responses to vaccines but may fail to fully redirect Th2 responses established 
by neonatal priming; J Immunol. 1999 Feb 1;162(3):1611-7). Fur eine Vielzahl von 
Erregern ist gezeigt worden, dass der Typ der Immunantwort den Verlauf der Infek- 
tion bzw. das Uberleben des Patienten entscheidend beeinfluBt. Soweit allergische 
Reaktionen ein Uberschie&en einer Typ-2-Antwort darstellen, wird auch fur solche 
Indikationen ein therapeutischer Effekt von ISS erwartet. 
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Es ist beobachtet worden, dass bestimmte CpG-haltige Sequenzen einen die Stimu- 
lation durch ISS neutralisierenden Charakter haben, das heifit, das solche Sequen- 
zen den stimulatorischen Effekt der ISS unterdrucken konnen, wenn sie diesen zu- 
gegeben werden (Krieg AM, Wu T, Weeratna R, Efler SM, Love-Homan L, Yang L, 
5 Yi AK, Short D, Davis HL; Sequence motifs in adenoviral DNA block immune activa- 
tion by stimulatory CpG motifs; Proc Natl Acad Sci U S A 1998 Oct 
13;95(21):12631-6). Ohne den zugrundeliegenden Mechanismus der Wirkung die- 
ser als neutralisierende CpG ("CpG-N") beschriebenen Sequenzmotive genau auf- 
geklart zu haben, implizieren die Autoren der zitierten Veroffentlichung, dass dieser 
10 Effekt auf eine Hemmung der ISS-Stimulation beschrankt sei. Soweit der Mecha- 
nismus der Immuninduktion durch ISS nicht geklart ist, kann allerdings nicht ausge- 
Jfr schlossen werden, dass auch andere immunmodifizierende Wirkungen von diesen 

CpG-N-Motiven ausgehen, die therapeutisch verwertbar waren. 

Es gibt mindestens eine Krankheit beim Menschen, den systemischen Lupus E- 
15 rythematosus, die sich durch die Nachweisbarkeit von anti-DNA-Antikorpern im Pa- 
tientenserum auszeichnet und bei der ein etiologischer Zusammenhang mit einer 
Reaktion auf bakterielle ISS vermutet wird (Krieg AM, CpG DNA: a pathogenic fac- 
tor in systemic lupus erythematosus?, J Clin Immunol 1995 Nov;15(6):284-92). Fur 
solche und andere Indikationen ware eine Hemmung des zugrundeliegenden Me- 
20 chanismus durch CpG-N-Motive vorteilhaft. 

Unabhangig von der Aufklarung des zugrundeliegenden Mechanismus ist das Po- 
tential der CpG-Sequenzen fur die Beeinflussung der Immunantwort erheblich und 
hat zu einem explosiven Interesse der Wissenschaft an dem Phanomen und den 
Moglichkeiten seiner Anwendung in Therapie und Prophylaxe von Infektionen, Tu- 
morerkrankungen und Immundefekten gefuhrt. 

Die Literatur zu ISS behauptet (s. z.B. WO09818810A1, S. 17, II 29-30) und dies 
wird durch die vorliegende Erfindung bestatigt (s.u.), dass CpG-haltige, 
immunstimulatorische Sequenzen eine hohere Wirkung zeigen, wenn sie 
einzelstrangig vorliegen. Die Verabreichung kurzer, offenkettiger einzelstrangiger 
30 ISS-Oligodesoxynukleotide zur Immunmodifikation liegt demnach nahe und ist 
Gegenstand zahlreicher experimenteller Ansatze zur Behandlung von Infektions-, 
Tumor- und Autoimmunerkrankungen. Allerdings werden offenkettige 
einzelstrangige Oligodesoxynukleotide von extra- und intrazellularen Exonukleasen 
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godesoxynukleotide von extra- und intrazellularen Exonukleasen sehr schnell abge- 
baut und sind deshalb in vivo schwer einsetzbar. Die genannten Nukleasen haben 
eine erheblich gesenkte enzymatische Aktivitat gegenuber modifizierten Phosphor- 
esterbindungen im Ruckgrat der Nukleinsaurepolymere; dies hat dazu gefuhrt, dass 
Phosphorthioester ("Thioate") Oder reduzierte Phosphorverbindungen (Phosphona- 
te) in chiraler Oder achiraler Form fur solche Anwendungen eingesetzt werden, in 
denen einzelstrangige Nukleinsauremolekule in den Patienten eingebracht werden 
sollen. Diese modifizierten Verbindungen konnen durch Festphasensynthese herge- 
stellt werden, z.T. allerdings nur in erheblich aufwendigeren Verfahren im Vergleich 
mit der klassischen DIMA-Amiditsynthese. Diese Verbindungen sind aus der Anti- 
sense-Forschung bekannt; in klinischen Studien zu Antisense-Strategien zeigte sich 
allerdings auch, dass sie erhebliche Nebenwirkungen, vor allem auf das Blutgerin- 
nungssystem und das Komplementsystem, haben (siehe z.B. Sheehan und Lan, 
Blood 92, 1617-1625 (1998)). Im Zusammenhang mit der Verwendung von Thi- 
ophosphorsaurederivaten zum Nukleaseschutz von ISS ist auBerdem gezeigt wor- 
den, dass die Sequenzen weniger stimulatorische Aktivitat zeigen, wenn die eigent- 
lich wirksamen Cytosin-Guanosinreste mit den zur Aktivitat notwendigen flankieren- 
den Sequenzen selber geschutzt sind (siehe dazu WO 98/18810). 

Die Lehre von Gebrauch und Herstellung immunstimmulatorischer, CpG- 
enthaltender ISS ist in der WO 98/18810 sowie den darin zitierten Schriften umfas- 
send erlautert. Ausfiihrlich wird in der WO 98/18810 auf die Notwendigkeit des 
Schutzes von Oligodesoxynukleotiden von Exonukleasen eingegangen. Es werden 
mehrere Losungsvorschlage fur das Problem der mangelnden Stabilitat in vivo ge- 
nannt, die sich jedoch jeweils ausdrucklich auf einzelstrangige lineare ODN be- 
schranken; so werden Thiophosphatester, Dithiophosphatester oder Phosphonate 
genannt. Die Moglichkeit der Stabilisierung des ODN durch Ausbildung von Sekun- 
darstrukturen, vor allem einer Haarnadel (sog. Stamm-Schleifen-Struktur, engl. 
H stem-loop") wird in WO 98/18810 erwahnt. Die Herstellung und der Gebrauch von 
Phosphothioatoligomeren im Zusammenhang mit immunstimmulatorischen Sequen- 
zen ist in der US 5,663,153, US 5,723,335 sowie in der US 5,856,462 beschrieben. 

Eine andere Strategie zum Schutz der einzelstrangigen Sequenzen ist in der US 
5,750,669 beschrieben. Dabei werden die Enden des Oligomers mit uber 5'-5'- und 
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3'-3'-Bindungen gekoppelten Nukleosidresten versehen, die den exonukleolytischen 
Abbau hemmen. 

Lineare Oligodesoxynukleotide, welche eine Haarnadel-Struktur am 3'-Ende auf- 
weisen (Hosono et al., Biochim Biophys. Acta 244, 339-344 (1995)) sind aus der 
5 Antisense-Forschung bekannt. 

Doppelt-haarnadelformige Oder kovalent geschlossene „Hanter-f6rmige ODN sind 
aus experimentellen Ansatzen bekannt, bei denen die Kompetition von Bindungs- 
stellen fur DNA-bindende Proteine wie Transkriptionsfaktoren im Mitteipunkt der 
Untersuchung stand (Lim et al. 1997, Nuc. Acids Res. 25, 575-581; Blumenfeld et 
m 10 al., Nuc. Acids Res. 1993, 21, 3405-3411). 

Die Autoren der die gesamte technische Lehre der immunstimulatorischen Sequen- 
zen begrundenden Anmeldeschrift WO 98/18810 sprechen in einer Publikation da- 
von, dass zum gegebenen Zeitpunkt die Verwendung isolierter ISS wegen deren 
Stabilitats- und Toxizitatsproblemen nicht praktikabel sei und sie in Vektorsequen- 
15 zen eingebaut werden muliten (Weeratna R, Brazolot Millan CL, Krieg AM, Davis 
HL; Reduction of antigen expression from DNA vaccines by coadministered oligo- 
deoxynucleotides.Antisense Nucleic Acid Drug Dev 1998 Aug;8(4):351-6). 

Zusammenfassend ist also festzustellen, dass ISS-ODN ein erhebliches Potential 
haben, vorteilhafte therapeutische oder prophylaktische immunologische Ansatze zu 
20 ermoglichen, jedoch aufgrund der mangelnden Stabilitat oder zu hohen Toxizitat der 
wirksamen einzelstrangigen Molekule fur die Anwendung im humanmedizinischen 
Bereich verbessert werden mussen. 

Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es die Aufgabe der vorliegenden Er- 
findung, geeignete Molekulstrukturen zur Verfugung zu stellen, welche immunstimu- 
25 latorische und/oder immunmodifizierende exonukleasestabile Desoxyribonukleotid- 
sequenzen enthalten, wobei auf die aus der Natur bekannten Bausteine der 
phosphorsaurediesterverknupften Desoxyribonukleinsaure zuruckgegriffen werden 
soli. 



m. 
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Die Bemuhungen hinsichtlich der Herstellung nukleasestabiler ISS-ODN konzent- 
rierte sich in der Vergangenheit hauptsachlich auf die Bereitstellung neuer, besser 
vertraglicher Basenmodifikationen in einzelstrangig-linearen Molekulen. Urn zu einer 
besseren Einschatzung der Bedeutung des Einzelstranganteils in den ODN zu 
5 kommen, wurden Experimente durchgefuhrt, in denen die zu untersuchenden Se- 
quenzen teilweise einzelstrangig, doppelstrangig als zwei lineare hybridisierende 
Strange sowie als teilweise doppelstrangiges, kovaient geschlossenes ringformiges 
Molekul synthetisiert wurden. Uberraschenderweise zeigte sich, dass auch dop- 
pelstrangige Molekule mit der relevanten immunstimulatorischen Sequenz im Dop- 

10 pelstrangbereich eine nennenswerte stimulatorische Wirkung ausubten, obwohl 
nicht anzunehmen ware, dass diese Sequenz aulierhalb eines stark denaturierend 
wirkenden Milieus hauptsachlich im Einzelstrang vorliegt. Des weiteren zeigte sich 
allerdings uberraschenderweise, dass Molekule, welche die stimulatorisch wirken- 
den Sequenzmotive im Einzelstrang-Schleifenbereich aufwiesen, neben der erwar- 

15 teten stimulatorischen Aktivitat eine sehr hohe Stabilitat im Serum aufwiesen, was 
ihre Verwendung als ISS-ODN nahelegte. 

ErfindungsgemafJ wird demnach die oben geschilderte Aufgabe dadurch gelost, 
dass kurze Desoxyribonukleinsauremolekule herstellt werden, welche aus einer 
teilweise einstrangigen, hantelformigen, kovaient geschlossenen Folge von Nukleo- 

20 sidresten bestehen und eine oder mehr Sequenzen der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 
enthalten, wobei N 1 N 2 ein Element aus der Gruppe GT, GG, GA, AT Oder AA, N 3 N 4 
ein Element aus der Gruppe CT oder TT, sowie C Desoxycytosin, G Desoxyguano- 
7jj^ f sin, A Desoxyadenosin und T Desoxythymidin ist. Solche kovaient geschlossenen 

Desoxyribonukleinsauremolekule kann man aus offenkettigen Desoxyribonuklein- 

25 sauremolekulen, welche eine in Teilen selbstkomplementare Sequenz aufweisen 
und miteinander oder einem zweiten Molekul ein intermediar stabiles Hybrid bilden 
konnen, welches einen geschlossenen Doppelstrangbereich mit einer Lucke im Zu- 
cker-Phosphatruckgrat aufweist, durch Ligation dieser Lucke im Ruckgrat durch ein 
geeignetes Enzym, etwa die DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4, gewinnen. 

30 Alternativ kann ein erfindungsgemaBes Molekul auch durch intramolekulare Ligation 
eines Molekuls, welches mindestens zwei selbstkomplementare Bereiche aufweist, 
welche durch nur eine Lucke im Phosphatruckgrat getrennt sind, gewonnen werden. 



Die gewonnenen Molekule weisen keine freien 5'- Oder 3'- Enden auf und sind so- 
mit nicht fur Exonukleasen zuganglich. 

Unter kurzen Desoxyribonukleinsauremolekulen werden im Sinne der Erfindung 
solche verstanden, die eine Kettenlange von bis zu 200, bevorzugt 48 bis 116 
Nukleotiden aufweisen. Nukleinsauren mit derartigen „kurzen u Kettenlangen sind in 
den Zeichnungen offenbart (vgl. Abb. 2: die in vivo getesteten hantelformigen Kon- 
strukte NoSS30, ISS30, ISS30-ds, ISS30-sl, ISS13, AT-2L, AT-1L sowie mini). 

Die beanspruchten Desoxyribonukleinsauremolekule weisen die Sequenz 

a) (beispielsweise in der Sequenz „mini" (Abb. 2)) 

GTTCCTGGAG ACGTTCTTAG GAACGTTCTC CTTGACGTTG GAGAGAAC 
Oder 

b) (beispielsweise in der Sequenz „AT-2L" (Abb. 2)) 

ACCTTCCTTG TACTAACGTT GCCTCAAGGAA GGTTGATCTT CATAACGTTG 
CCTAGATCA 

auf, oder sie enthalten eine Sequenz der Basenfolge 

c) AACG TTCTTCGGGG CGTT 

Vorzugsweise ist Sequenz c) in der Sequenz JSS30" (Abb. 2) 

CCTAGGGGTT ACCACCTTCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG CGTTCTTAGG 
TGGTAACC CCTAGGGGTT ACCACCTTCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG 
CGTTCTTAGG TGGTAACC 



enthalten. 
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Desoxyribonukleinsauremolekule, die aus einer teilweise einstrangigen, hantelfor- 
migen, kovalent geschlossenen Kette von Desoxyribonukleosidresten bestehen und 
eine oder mehrere Sequenzen der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 enthalten, wobei N 1 N 2 
ein Element aus der Gruppe GT, GG, GA, AT oder AA, N 3 N 4 ein Element aus der 
5 Gruppe CT oder TT, sowie C Desoxycytosin, G Desoxyguanosin, A Desoxyadeno- 
sin und T Desoxythymidin ist, werden zur Immunstimulation und/ oder zur Immun- 
modifizierung in Menschen oder hoheren Tieren verwendet. 



Immunstimmulation heilit in diesem Zusammenhang, dass die Mittler- und Effektor- 
zellen des Immunsystems, also vor allem die zur Zeit bekannten Thymozyten mit 
10 Helferfunktion und die cytotoxischen Thymozyten, B-Zellen und sog. NK (natural 
^ killer)-Zellen, Makrophagen und Monozyten sowie dendritische Zellen und ihre Vor- 

laufer, sowie bisher in ihrer Funktion nicht aufgeklarte Zellpopulationen mit Funktio- 
nen innerhalb des Immunsystems, durch die erfindungsgemafSe Verwendung von 
Nukleinsauremolekulen zur Proliferation, Migration, Differenzierung oder Aktivitat 
15 angeregt werden. Ein wesentlicher Aspekt der Immunstimmulation ist es z.B., dass 
B-Zellen, die zur Proliferation normalerweise ein ko-stimulatorisches Signal von Hel- 
ferthymozyten benotigen, unter Einwirkung von immunstimmulatorischen Nuklein- 
sauresequenzen auch ohne kostimmulatorische Signale proliferieren konnen. 

Immunmodifikation oder -modulation heilit in diesem Zusammenhang, dass neben 
20 einer generellen Stimulation im oben definierten Sinne auch die Art oder der Cha- 
rakter einer Immunreaktion beeinflusst wird, sei es, dass eine im Entstehen oder der 
ft j Reifung begriffene Immunreaktion davon betroffen ist, sei es, dass eine schon etab- 

lierte Reaktion in ihrem Charakter verandert wird. 



Ein Beispiel dafur ist die Wirkung von CpG-haltigen Oligodesoxynukleotiden auf die 
25 Entwicklung der Immunreaktion. Unter der Einwirkung dieser Substanzen schutten 
u.a. Makrophagen und Monozyten typischerweise lnterleukin-12 aus, welches sei- 
nerseits die Sekretion von Interferon gamma durch NK-Zellen und Helferthymozyten 
des cytotoxischen Typs anregt. Interferon gamma seinerseits ist ein Stimulator einer 
Reihe von Komponenten der zytotoxischen, zellvermittelten Immunantwort, darunter 
30 CD8-positive Killerzellen, sowie ein potenter Antagonist der von lnterleukin-4 vermit- 
telten Bildung von loslichen Antikorpermolekulen vom Subtyp lgG1. 



Gesamteffekt einer solchen Immunmodulation durch ISS ware die Induktion einer 
zytotoxischen Immunantwort bei Erregern, auf die der Patient bzw. das Versuchstier 
ohne Modulation mit einer antikorpervermittelten Antwort reagieren wurde. (Immu- 
nostimulatory oligodeoxynucleotides promote protective immunity and provide sys- 
temic therapy for leishmaniasis via IL-12- and IFN-gamma-dependent mechanisms. 
Walker et al., Proc Natl Acad Sci USA 1999 Jun 8 96:12 6970-5) 

Ein Beispiel fur die Immunmodulation im klinischen Zusammenhang ist die erfin- 
dungsgemade Anwendung von ISS im klinischen Bild der Allergie Oder atopischen 
Reaktion. Bestimmte Formen dieser Erkrankung sind dadurch ausgezeichnet, dass 
die betroffenen Patienten einen erheblich uber Normwerte erhohten Plasmaspiegel 
von Immunoglobulinen des Typs E (IgE) aufweisen. Dieser erhohte Spiegel an IgE 
ist nicht nur ein Symptom der Erkrankung, sondern tragt uber die Signalketten der 
Bindung von IgE an Effektorzellen des Immunsystems und nachfolgende Ausschut- 
tung von Chemokinen und parakrinen Botenstoffen, besonders Histamin, zum klini- 
schen Bild der lokalen Oder systemischen Uberreaktion entscheidend bei. Eine Mo- 
dulation dieser Immunantwort ist Ziel zahlreicher Forschungsvorhaben. Ein vielver- 
sprechender Ansatz ist dabei die Behandlung der Patienten mit immunstimmulatori- 
schen ODN. 

Die beanspruchten Desoxyribonukleinsauremolekule mit den oben genannten kon- 
kreten Sequenzen oder Sequenzbereichen weisen bevorzugt eine Lange von bis zu 
200, besonders bevorzugt von 48 bis 116 Nukleotiden auf (vgl. Sequenz ISS 30 
(Abb. 2). 

Die erfindungsgemalien Desoxyribonukleinsauremolekule werden in einer Form 
verwendet, bei der die Sequenz der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 bevorzugt im ein- 
strangigen Bereich liegt. 

Bei der Verwendung der erfindungsgemafien Desoxyribonukleinsauremolekule kann 
die Stimulierung in vitro oder in vivo erfolgen. 

Des weiteren werden die erfindungsgemalien Desoxyribonukleinsauremolekule als 
Adjuvanz in der therapeutischen oder prophylaktischen Vakzinierung verwendet. 
Indiesem Zusammenhang ist auch die Verwendung der Desoxyribonukleinsauremo- 
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lekule zum „Umpolen" einer Typ2-lmmunantwort auf eine Typ1-Antwort bevorzugt. 
Darunter wird der Adjuvanzeffekt der ISS bei prophylaktischen Impfungen verstan- 
den, namlich die Moglichkeit, die Reaktion auf eine bestehende Infektion von einer 
Typ-2-Antwort auf eine Typ-1-Antwort „umzupolen" und so zur Bekampfung des 
Erregers instand zu setzen. 

Weitere vorteilhafte Maftnahmen sind in den ubrigen Unteranspruchen beschrieben; 
die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher beschrieben: 

Beispiel 1 : Synthese der erfindungsgemafien Nukleinsauremolekule 

5'-Phosphorylierte ODN der Sequenz CCTAGGGGTT ACCACCTTCA TTGGAA- 
AACG TTCTTCGGGG CGTTCTTAGG TGGTAACC (TIB-Molbiol, Berlin) wurden 5 
min auf 90°C erhitzt und anschlieliend auf Eis gekuhlt, um die Ausbildung der Haar- 
nadelstruktur zu ermoglichen. Selbstkomplementare Uberhange wurden bei einer 
Endkonzentration von 1 pg/pl DNA in Gegenwart von T4-DNA Ligase (0,1 U/pg 
ODN) 24 h bei 37°C ligiert. Nach Phenolextraktion und anschlieliender Extraktion 
mit Chloroform sowie Prazipitation mit Isopropanol in Anwesenheit von MgCI 2 (f.c. 
10 mM) und NaAc (f.c. 300 mM) wurde das Produkt nach Zentrifugation und Auf- 
nehmen in Wasser erhalten. 

Zur Reinigung von Endotoxinen wurde das Ligationsprodukt einer anschliefcenden 
Anionenaustauschchromatographie (Tragermaterial: LiChrospher DMAE, Merck 
Darmstadt; 0-1 M NaCI in 50 mM NaPhosphat) unterworfen und durch Isopropa- 
nolprazipitation konzentriert. Fur in-vivo-Versuche wird das Verfahren unter sterilen 
Bedingungen durchgefuhrt und das Endprodukt in sterilem PBS aufgenommen. 

Beispiel 2: Milzzellengewinnung und Zellkultur, Zytokin-Assays 

Milzzellen wurden aus frischen Milzen von 5-10 Wochen alten BALB/c Mausen 
(Bomholtgard Breeding & Research Center, Danemark) gewonnen. Zwei frisch iso- 
lierte Milzen wurden mit Hilfe eines 40 Metallfilters homogenisiert und die ge- 
wonnenen Zellen wurden in 20 ml RPMI 1640 (10% FCS, 100 U/ml Penicillin und 
100 \jg/m\ Streptomycin, Biochrom, Berlin) aufgenommen. Erythrozyten und Platt- 
chen wurden durch Gradientenzentrifugation (Ficoll 1.077; Biochrom, Berlin) ent- 
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fernt. Die Zellen wurden in einer Endkonzentration von 10 6 Zellen/ml bei 37°C in 
einem mit 5% C0 2 gespulten Brutschrank inkubiert. 

10 5 frisch isolierte Milzzellen wurden in 96-Loch-Platten mit den nach Beispiel 1 
hergestellten Konstrukten fur 24 h inkubiert. Die Konzentration der Konstrukte be- 
5 trug dabei 2 pM. Zytokine im Uberstand wurden durch ELISA (Biosource, Belgium) 
gemaB den Beschreibungen des Herstellers des ELISAs bestimmt. Fur alle MeR- 
punkte wurden mindestens Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 2 gezeigt. Es wurden 6 Konstrukte 
\ unterschiedlicher Architektur, aber gleicher ISS untereinander verglichen. Die ISS 

I 10 sind jeweils durch Unterstreichung gekennzeichnet. Das aktivste Molekul ist das 
Phosphorthorthioat-geschutzte, lineare Molekul (ISS30-IPS). Das ungeschutzte Mo- 
lekul (ISS30-I) zeigt dagegen praktisch keine Stimulation der IL-12-Produktion. Die 
nachsthochste Wirkung in diesem Assay zeigt das Molekul, welches die ISS in der 
Schlaufe tragt (ISS30). Das Vergletchskonstrukt ohne ISS (NoSS30) zeigt dagegen 
15 keine Wirkung. Liegt die ISS im doppelstrangigen Bereich (ISS30-ds, ISS30-sl), ist 
die Wirkung demgegenuber deutlich verringert, aber immer noch deutlich uber der 
Kontrolle bzw. dem ungeschutzten lineraren Molekul. Es zeigt sich, dass auch klei- 
nere Kontrukte gleicher Molaritat Wirkungen in der gleichen Grolienordnung haben 
konnen (siehe AT-2L). In diesem Fall liegt die gemessene Wirkung sogar uber der 
20 des phosphorthioatgeschutzten, linearen Molekuls. Ein Konstrukt mit nur einer ISS 
pro Molekul zeigt demgegenuber eine verringerte Wirkung (AT-1L). Letztlich lalit 
^ sich die Lange des Molekuls auf eine geringe MinimalgrofJe reduzieren, ohne den 

Effekt zu verlieren (siehe mini). 

Beispiel 3: Serumstabilitat 

25 5 pg des Desoxyribonukleotids WOT-11-P (Phosphat-GAAGAACGTT TTCCAAT- 
GAT TTTTCATTGG AAAAC) (TIB Molbiol) wurden mit 75 pCi gamma-32P-ATP 
(6000 Ci/mmol) (NEN) in Anwesenheit von 10u T4 Polynucleotidekinase (MBI- 
Fermentas, Leon-Rot) entsprechend den Angaben des Herstellers markiert. Das 
Enzym wurde durch Erhitzen auf 75 °C wahrend 1 h inaktiviert. Der Ansatz wurde 

30 mit Wasser auf 50 \j\ und durch ZG-50 GroBenausschlulJ-Saule (Pharmacia) gerei- 
nigt. Das radioaktiv markierte Molekul wurde mit unmarkiertem, 5'-phosphorylierten 
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WOT-10-P (5'Phosphat-GTTCTTCGGG GCGTTCTTTT TTAAGAACGCCCC) (TIB 
Molbiol) in Anwesenheit von 1 U T4 DNA Ligase (MBI-Fermentas, Leon-Rot) und 
1 mM ATP 2 h bei 37°C umgesetzt. Nichtligierte ODN wurden durch nachfolgende 
Inkubation mit T7-DNA-Polymerase entfernt. Die Aktivitat des erhaltenen Praparats 
5 wurde im Szintillationszahler (Beckmann Instruments) zu 78000 cpm/pl, entspre- 
chend 7.800 cpm / ng bestimmt. 

Fur die Bestimmung der Stabilitat der erhaltenen Konstrukte im Serum wurden 2.5 
pi der DNA (195.000 cpm entsprechend 25 ng DNA) mit 20 pi nicht-inaktiviertem 
Fotalen Kalberserum (Life Technologies), alternativ frisch gewonnenem menschli- 

10 chen Probandenserum, in 180 pi RPMI Medium (Life Technologies) zugegeben. Alle 
Bestimmungen wurden dreifach durchgefuhrt. Die Proben wurden bei 37°C inku- 
biert; 20 pi Aliquotproben wurden bei 0, 1, 2, 7, 11 und 24 h genommen und bei -40 
C aufbewahrt. Je 5 pi der Proben wurden mit 20 pg/ml Proteinase K (Life) wahrend 
1h verdaut. Die Proben wurden anschlielSend denaturierender Polyacrylamide- 

15 lektrophorese unterworfen, die Gele digitalisiert (Molecular Dynamics) und die Ban- 
denintensitat verglichen (IP Labgel). Die Auswertung ist in Abb. 3 gezeigt. Jeder 
Datenpunkt ist das arithmetische Mittel aus drei Bestimmungen. 

Beispiel 4: A nwendung der Konstrukte in der Maus 

Die Konstrukte wurden in vivo getestet. Sechs Wochen alte weibliche BALB/C Mau- 
20 se wurden mit je 50 pg des entsprechenden Konstrukts in 250 pi sterilem PBS intra- 
peritoneal injiziert. Es wurden nach 2, 6, 24 und 72 h je 50 pi Blut entnommen, mit 
Heparin versetzt, abzentrifugiert, und das Serum bei -70°C gelagert. Die Proben 
wurden gemeinsam auf IL-12 mit ELISA getestet (s.o.). Alle Praparationen wurden 
mit dem Endotoxin-Assaysystem aus limulus (LAL-Test, BioWhittaker) auf Endoto- 
25 xin getestet. Alle Proben hatten einen unter der Nachweisgrenze liegenden Endoto- 
xin-Gehalt. 

Beispiel 5: Inkubation von menschlichen peripharen Blutmononuklearen Zellen 
(PBMC) mit zirkularen ISS-ODN 

PBMC werden aus Blutspenden eines Probanden mit erhohtem IgE-Spiegel nach 
30 bekannten Methoden isoliert und in einer Konzentration von 10 6 Zellen pro ml in 
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RPMI-Medium (10% fotales Kalberserum (FCS)) inkubiert. Man gibt zu den Proben 
jeweils 

A: nichts (Kontrolle); 

B: 1 pg/ml anti-CD-40-Antikorper sowie 5 ng/ml IL-4; 

5 C: 1 pg/ml anti-CD-40-Antikdrper, 5 ng/ml IL-4 sowie 2 \iM der erfindungsgemafXen 
ODN ISS30; 

D: 2 \}M der erfindungsgemalien ODN ISS30; 

und inkubiert die Zellen 10 Tage bei 37° Grad im Brutschrank unter Standard- 
Zellkulturbedingungen. Anschlieliend werden die Zellen abzentrifugiert und IgE per 
10 ELISA aus dem Oberstand bestimmt. Man erhalt als Werte (alle Werte in ng IgE pro 
ml Oberstand) 





A 


B 


C 


D 


Proband 1 


9,2 


10,3 


3,8 


4,3 


Proband 2 


4,6 


6,7 


1,7 


3.0 


Proband 3 


1,5 


3,2 


0,6 


0,1 



Beispiel 6: 

Ein anderer Aspekt der Immunstimmulation ist die verbesserte Reifung von Dendri- 
tischen Zellen unter Einwirkung von ISS-ODN. Ein Beispiel ist die Gewinnung von 
15 CD14, CD8 und CD4 positiver Zellen 

a) Gewinnung von CD14, CD8 und CD4 positiver Zellen 

Dendritische Zellen (DC) CD14 positive Zellen wurden mittels magnetischer Partikel 
(Milteniy Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) isoliert wie vom Hersteller beschrie- 
ben. Dazu wurden mononukleare Zellen aus peripharem Blut gesunder Spender 
20 uber einen Ficolldichtegradienten (Pharmacia) isoliert und erst mit de fur den jewei- 
ligen Oberflachenmarker spezifischen Magnetpartikeln auf den entsprechenden 
Trennsaulen separiert. 

b) Reifung dendritischer Zellen 
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CD14-positive Zellen der monozytaren Linie wurden in CellGro Medium (Cell Genix, 
Freiburg) kultiviert, welches Glutamax l(Gibco Life, Karlsruhe) , GM-CSF (800 U/ml, 
Leucomax 300; Novartis Pharma GmbH) und IL-4 (500 U/ml, R&D Systems GmbH) 
enthielt. Am Tage drei und funf wurde jeweils die Halfte des Mediums gegen fri- 
sches Medium ausgetauscht. Am Tag sieben wurde das Medium vollkommen er- 
neuert und zusatzlich mit Prostaglandin E2 (1 M9 /m| . Sigma), TNFa (20 ng/ml, Sig- 
ma), IL-6 (1000 U/ml, R&D Systems GmbH) und 2 pM der erfindungsgemafien ISS 
30 angereichert. 

c) IFN-gamma ELISpot assay 

Nitrozellulose beschichtete Mikrotiterplatten (96 fach) HA S45 (Milipore, Eschborn) 
wurden bei 4 Grad uber Nacht mit Anti- Interferon (IFN) gamma (10 pg/ml, Mabtech) 
beschichtet und anschliefiend mit 5% menschlichem Serumalbumin (HSA) geblockt 
(Baxter, Unterschleiliheim). Die Platten wurden gewaschen und anschlieliend mit 
50 pi wie beschrieben gereifter Dendritischer Zellen (DC) (2 x 10 5 /ml) und 50 pi wie 
beschrieben gewonnenen CD4-positiven T-Zellen (2 x 106/ml) 72 h bei 37 °C und 7 
% C0 2 mit 100 pi der entsprechenden Antigene inkubiert 10 Lf Tetanustoxoid (TT) 
(Chiron Behring GmbH & Co., Marburg) wurden als Antigene verwendet. Nach aus- 
giebiegem Waschen wurden die Platten mit IFN gamma spezifischem, biotinyliertem 
Antikorper aus Maus (5 pg/ml, Mabtech, Germany) inkubiert und dieser mit Avidin- 
gekoppelter Alkaliner Phosphatase (Sigma-Aldrich, Steinheim) und nachfolgender 
Farbreaktion mit BCIP-NBT (Sigma-Aldrich) nachgewiesen. Die Analyse der Spots 
erfolgte mit computerunterstutzter Videoanalyse (KS400 imaging system software, 
Carl Zeiss, Eching) auf einem Carl Zeiss Vision Microskop Axioplan 2. 

Die Anwesenheit von erfindungsgemaSen ISS-ODN bewirkte eine erhebliche Stei- 
gerung der Zahl an Spot s im IFN-gamma ELIspot. Zusatzlich steigerte die Anwe- 
senheit von ISS-ODN wahrend der Ko-lnkubation der Dendritischen und T- 
Helferzellen die Antigenspezifitat der Reaktion erheblich; so anderte sich der Quo- 
tient von TT-spezifischen (TT anwesend wahrend der Ko-inkubation auf der ELIs- 
pot-Platte) zu unspezifischen (kein TT) Spots von 8.9 (mit ISS) zu 2.8 (ohne ISS). 

Kurze Erlauterung der Zeichnungen: 
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Abb. 1 zeigt beispielhaft ein erfindungsgemalies Konstrukt, enthaltend zwei 

CpG-Motive, schematisch. Die ISS sind unterstrichen dargestellt. 

Abb. 2 zeigt die Ergebnisse der IL-12 Bestimmungen in-vitro in pg IL-12/mL 

Daneben sind die verwendeten Kontrukte schematisch dargestellt. 

Abb. 3 zeigt das Ergebnis der Stabilitatsmessung in fotalem Kalberserum in 

Abhangigkeit der Zeit. 



- 16- 



Patentanspruche 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen, 

• die aus teilweise einstrangigen, hantelformigen, kovalent geschlos- 
senen Ketten von Desoxyribonukleosidresten bestehen, und 

• eine oder mehr Sequenzen der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 enthalten, 

• wobei N 1 N 2 ein Element aus der Gruppe GT, GG, GA, AT oder AA, 
N 3 N 4 ein Element aus der Gruppe CT oder TT, sowie C Desoxycyto- 
sin, G Desoxyguanosin, A Desoxyadenosin und T Desoxythymidin 
ist, 

zur Immunstimulation oder Immunmodifikation in Menschen oder hohe- 
ren Tieren. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach Anspruch 1, 
wobei die Desoxyribonukleinsauremolekule eine Lange von 40-200 
Nukleotiden aufweisen. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach Anspruch 2, 
wobei die Desoxyribonukleinsauremolekule eine Lange von 48-116 
Nukleotiden aufweisen. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Sequenz der Basenfolge 
N 1 N 2 CGN 3 N 4 im einstrangigen Bereich liegt. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremoiekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Stimulierung in vitro oder 
in vivo erfolgen kann. 
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Verwendung yon Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche als Adjuvanz in der therapeutischen 
Oder prophylaktischen Vakzinierung. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche zur Induktion einer Immunantwort 
gegen im Rahmen der MHC-I-Prasentation nicht aktivierende Antigene. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche zum Brechen der Toleranz gegen- 
uber Autoantigenen. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche zum „Umpolen" einer Typ2- 
Immunantwort auf eine Typ1-Antwort. 

Verwendung von Desoxyribonukleinsauremolekulen nach wenigstens ei- 
nem der vorhergehenden Anspruche enthaltend ein Oder mehrere CpG- 
N-Motive zur Hemmung des stimulatorischen Effekts von ISS. 

Desoxyribonukleinsauremolekul, 

• das aus einer teilweise einstrangigen, hantelformigen, kovalent ge- 
schlossenen Kette von Desoxyribonukleosidresten besteht, und 

• eine Oder mehr Sequenzen der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 enthalt, 

• wobei N 1 N 2 ein Element aus der Gruppe GT, GG, GA, AT oder AA, 
N 3 N 4 ein Element aus der Gruppe CT Oder TT, sowie C Desoxycyto- 
sin, G Desoxyguanosin, A Desoxyadenosin und T Desoxythymidin 
ist, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Sequenz 



a) GTTCCTGGAG ACGTTCTTAG GAACGTTCTC CTTGACGTTG 
GAGAGAAC Oder 
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b) ACCTTCCTTG TACTAACGTT GCCTCAAGGAAGGTTGATCTTCA- 
TAACGTTGCCTAGATCA ist, oder 

c) eine Desoxyribonukleinsauresequenz der Basenfolge AACG 
TTCTTCGGGG CGTT enthalt. 

5 12. Desoxyribonukleinsauremolekulen nach Anspruch 11, wobei die Basen- 

folge aus Merkmal c) in der Sequenz CCTAGGGGTT ACCACCTTCA 
TTGGAAAACG TTCTTCGGGG CGTTCTTAGG TGGTAACC 
CCTAGGGGTT ACCACCTTCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG 
CGTTCTTAGG TGGTAACC enthalten ist. 



10 13. Desoxyribonukleinsauremolekul nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass es eine Lange von 40-200 Nukleotiden aufweist. 

14. Desoxyribonukleinsauremolekul nach Anspruch 11 Oder 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine Lange von 48-116 Nukleotiden aufweist. 



15 



15. 



Desoxyribonukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sequenz der Basenfolge N 1 N 2 CGN 3 N 4 
im einstrangigen Bereich liegt. 



Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft Desoxyribonukleinsauremolekule, welche zur Stimulation einer 
Immunatnwort in hoheren Tieren oder Menschen geeignet sind, insbesondere sol- 
che Desoxyribonukleinsauremolekule, welche unmethylierte CpG-haltige Sequen- 
zen mit immunstimulatorischen Eigenschaften aufweisen. ErfindungsgemaB sind 
diese Molekule aus einem teilweise selbstkomplementaren, kovalent ringformig ge- 
schlossenen Einzelstrang aufgebaut und weisen gegenuber immunstimulatorischen 
Nukleinsauresequenzen eine hohere Stabilitat in vivo bzw. eine hohere Vertraglich- 
keit auf. 
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Stabilitat der Hantelkonstrukte in Serum 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Mologen Forschungs-, Entwicklungs- und Vertriebs G 

<120> Kovalent geschlossenes Nukleinsauremolekul zur 
Immunstimulation 

<130> Mologen-ImmunPCT 

<140> 
<141> 

<150> DE 199 35 756.0 
<151> 1999-07-27 

<160> 11 

i 

" <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 1 

cttccttgta ctaaccttgc ctcaaggaag gttgatcttc ataacgttgc ctagatcaac 60 




<210> 2 
<211> 60 
<212> DNA 
\ <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 2 

accttccttg tactaacgtt gcctcaagga aggttgatct tcataacgtt gcctagatca 60 
<210> 3 



1 



<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: linear 

single-stranded sequence, first five and last 
three phosphoester linkages by thioate 

<400> 3 

gttgcctaga tcaacgttcc ttgtactaac 

<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: linear 

single-stranded sequence, all phosphodiester 

<400> 4 

tcattggaaa acgttcttcg gggcgttctt 

<210> 5 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: linear 

single-stranded sequence, first five and last 
three phosphoester linkages by thioate 

<400> 5 

tcattggaaa acgttcttcg gggcgttctt 

<210> 6 
<211> 82 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 



(dumbbell), all phosphodiester 



<400> 6 

cctaggggtt accacctaac gttcttcggg aggtggtaac ccctaggggt taccacctaa 60 
cgttcttcgg gaggtggtaa cc 82 



<210> 7 
<211> 114 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 7 

tcttcggggc gttctttact aggtcctctc caggttacca cctaagaacg ccccgaagaa 60 
cgttttccaa tgatactagg tcctctccag gttaccacct tcattggaaa acgt 114 

<210> 8 
<211> 68 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell) , all phosphodiester 

<400> 8 

tcttcggggc gttctttttt aagaacgccc cgaagaacgt tttccaatga tttttcattg 60 
gaaaacgt 68 



<210> 9 
<211> 116 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 9 



3 



cctaggggtt accaccttca ttggaaaacg ttcttcgggg cgttcttagg tggtaacccc 60 
taggggttac caccttcatt ggaaaacgtt cttcggggcg ttcttaggtg gtaacc 116 

<210> 10 
<211> 48 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 10 

gttcctggag acgttcttag gaacgttctc cttgacgttg gagagaac 48 

<210> 11 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

r 

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: circular 
single-stranded with stem loop structure 
(dumbbell), all phosphodiester 

<400> 11 

cttccttgta ctaaccttgc ctcaaggaag gttgatcttc ataacgttgc ctagatcaac 60 
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